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© Darstellung von linearen kovaient geschlossenen DNA-Molekulen als Expressionskonstrukte 

© Die Erfindung betrifft eine Methode, mit der hantelfor- 
mige Expressionskonstrukte aus Plasmid-DNA hergestellt 
werden konnen. Die entstehenden hantelformigen Mole- 
kule werden ais Mischung mit Plasmidsequenzen herge- 
stellt und durch anschliefcenden sequenzspezifischen 
Verdau der unerwunschten Nebenprodukte durch Exonu- 
kleasen gereinigt. 
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Beschreibung 



Gentherapie und genetische Vakzinierung sind moderne 
Methoden der Molekularen Medizin, deren Anwendung in 
der Therapie und Prevention von Erkrankungen erhehliche 
Konsequenzen fur die medizinische Praxis haben wird. 
Beide Methoden beruhen grundsatzlich auf der Einbringung 
von Nukleinsauren in Zellen oder Gewebe des Patienten, so- 
wie der anschlieBenden Verarbeitung der auf den einge- 
brachten Nukleinsauren beinhalteten Information ("Expres- 
sion"). Allerdings bedurfen auf Expressionsystemen beru- 
hende medizinische Methoden vor ihrer breiten Anwendung 
noch derLosung einiger grundsatzlicher Probleme. 

Eines dieser Probleme ist der sichere, zell- oder gewebe- 
spezifische und effiziente Transfer der Nukleinsauren ins 
Zielgewebe; ein anderes die moglichen Wirkungen von Se- 
quenzen, die herstellungs- oder konstruktionsbedingt als 
Teil der verabreichten Expressionskonstrukte, aber nicht als 
Teil der intendierten zu exprimierenden Information, an den 



Hauptteil des darzustellenden Expression skonstruktes bil- 
det, durch fermentative Vermehrung und anschlieBender 
Isolierung als Teil eines in Bakterien replizierbaren Plas- 
mids synthetisiert Besagtes DNA-Molekul wird dann aus 
5 dem Plasmid, in dem es in einfacher oder mehrfacher Kopie 
vorliegen kann, durch Verdau mit Restriktionsendonukiea- 
sen ausgeschnitten, die an den entstehenden Schnittstellen 
kurze einzelstrangige Uberhange bilden. In einem anschlie- 
Benden Schritt wird das Rohgemisch aus DNA-Molekiiien, 
10 die den Hauptteil des darzustellenden Expressionskonstruk- 
tes bilden, und bakteriellen Restsequenzen wie Antibiotika- 
resistenzgenen, Replikationsursprungen u.v.m., der Ligation 
mit kurzen, haamadelfbrmigen DNA-Oligomeren zuge- 
fuhrt. Besagte Oligomere tragen dabei einen einzelstrangi- 
15 gen Uberhang, der auf den oder die einzelstrangigen Uber- 
hange der Expressionskonstrukte passt und so zu einem li- 
nearen kovalent geschlossenen doppelstrangigen Expressi- 
on skonstrukt fuhrt 

Kern der Erfindung ist nun, daB aus dem entstehenden 



Wirkort gelangen. Mogliche Losungen fur diese Probleme 20 Rohgemisch aus linearen kovalent geschlossenen doppel- 



wurden in unserer Anmeldung "Designprinzip fur die Kon- 
struktion von Expressionskonstrukten fur die Gentherapie" 
(Anmeldung WO 98/21322) skizziert. Zentraler Aspekt der 
dort erorterten Erfindung ist ein hantelformiges, linear dop- 
pelstrangiges DNA-Molekiil als Expressionskonstrukt. 25 

Es sind mehrere Methoden zur Darstellung solcher Kon- 
strukte bekannt. Entweder geht man dabei von der Synthese 
des das Expressionskonstrukt bildenden Doppelstranges 
durch Amplifikation per Polymerase-Kettenreaktion aus, 
wobei die entstehenden doppelstrangigen, nicht kovalentge- 30 
schlossenen Molekiile dann durch anschliBenden Verdau der 
Enden mit einer Einzelstrang-Uberhange bildenden Restrik- 
tionsendonuklease und anschlieBender Ligation von auf die 
entstandenen Uberhange passenden Haarnadel-Oligomeren 



strangigcn Expressionskonstrukten sowie Restsequenzen, 
die durch die Behandlung mit Haarnadel-Oligomeren und 
Ligase ebenfalls zum groBten Teil als linear kovalent ge- 
schlossene Molekule vorliegen, letztere durch zwei enzyma- 
tische Schritte vollstandig entfemt werden: zuerst werden 
die unerwiinschten Molekule durch Verdau mit einem Re- 
striktionsenzym zerschnitten, dessen Erkennungssequenz 
nur auf den unerwiinschten Fremdmolekulen liegt, so daB 
die als Produkt gewunschten Expressionskonstrukte kova- 
lent geschlossen bleiben. In einem zweiten Schritt werden 
dann die geschnittenen Molekule mit einer Exonuklease 
verdaut, so daB nur die gewunschten Molekule im Reakti- 
onsgemisch als Polymere verbleiben. Dies fuhrt dazu, daB 
im Reaktionsgeraisch nur cine Spezies langkettiger DNA- 



zu hantelformigen Konstrukten modifiziert werden. Dieses 35 Molekule vorliegt, wodurch diese der Aufreinigung durch 

Vorgehen fuhrt zu einem reiativ einfach aufzureinigenden bekannte Methoden der Ionenaustauschchromatographie 

Rohprodukt aus hantelformigen Expressionskonstrukten, zuganglich ist. 

dem gewunschten Produkt, sowie Verunreinigungen durch Ein weiterer, sekundarer Aspekt der hier vorgestellten Er- 

Oligomere aus eingesetztem Primer sowie anligierten Haar- rlndung ist, daB die Menge der zur Ligation an die durch Re- 

nadel-Oligomeren. Allerdings bringt die Synthese durch 40 striktionsverdau entstandenen Fragmente erheblich vermin- 



PCR neben dem okonomisch ungiinstigen Einsatz der ther- 
mostabilen DNA-Polymerasen deren reiativ hohe Fehlerrate 
der Synthese mit sich, was zu fur pharmazeutische Produkte 
intolerablen Unreinheiten im Produkt fuhren konnte. 

Altemativ konnen die Konstrukte als Teil eines in Bakte- 
rien replizierbaren Konstruktes biotechnologisch hergestellt 
werden, anschlieBend durch Restriktions verdau von den un- 
erwiinschten DNA-Fragmenten, die zur Vermehrung des 
Konstruktes in den Bakterien dienten, getrennt werden und 
nach Aufreinigung analog dem fur PCR-Produkte skizzier- 
ten Vorgehen in hantelformige Molekule umgewandelt wer- 
den. 

Das Aufreinigen der verschiedenen so aus dem Restrikti- 
onsverdau der Replikationskonstrnkte hervorgehenden 
Fragment kann technisch sehr schwierig sein, weil die Min- 
destgroBe eines bakteriellen Resistenzgens in der gleichen 
GroBenordnung wie die GroBe der Expressionskonstrukte 
fiir die Gentherapie liegt. Die Basislinientrennung durch 
chromatographische Verfahren von Restriktionsfragmenten 
in der GroBenordnung von einem bis drei Kilobasenpaaren 60 
DNA kann erhebliche technische Probleme aufwerfen. Eine 
Methode zur Darstellung der hantelformigen Expressions- 
konstrukte, die diese Problematik vermeiden wiirde, ware 
also von erheblichem praktischen Interesse. 
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ErfindungsgemaBe technische Losung: 
ErfindungsgemaB wird das DNA-Molekul, welches den 
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dert werden kann, wenn man die Ligation in Anwesenheit 
von Restriktionsendonukleasen ablaufen laBt, die im Ver- 
laufe der Ligation entstehenden unerwiinschten Verbindun- 
gen aus Ligationspartnern in- situ wieder losen. Es muBte 
bisher bei der Ligation in Abhangigkeit von der Lange der 
zu ligierenden Fragmente und deren Konzentration ein bis 
zu 200-facher UberschuB an Oligomeren in Bezug auf die 
Enden der zu ligierenden Restriktionsfragmente eingesetzt 
werden. Dies ist der Fall, weil die Restriktionsfragmente in- 
tra- und intermolekular mit anderen Restriktionsfragmenten 
reagieren konnen. Der genannte UberschuB an Haarnadel- 
Oligomeren verschiebt das Gleichgewicht von der intra- 
oder intermolekularen Reaktion eines polymeren Restrikti- 
onsfragmentes mit einem anderen ganz auf die Seite der Re- 
aktion mit den Oligomeren, fuhrt aber zu einem sehr hohen 
Anteil der Oligomere im Reaktionsgemisch. Neben den da- 
durch entstehenden Kosten ist daran nachteilig, daB diese 
Oligomere als teilweise einzelstrangige DNA-Molekiile en- 
zymatische Reaktionen unspezifisch hemmen konnen. 

Ligieren dabei zwei aus Verdau mit der gleichen Endonu- 
klease entstandene polymeren Restriktionsfragmente mit- 
einander, so rekonstituieren sie wieder die urspriingliche 
Schnittstelle. Diese Reaktion laBt sich in-situ durch Verdau 
mit der betreffenden Endonuklease riickgangig machen. 

Urn dabei die Ligation von Oligomeren an die Restrikti- 
onsfragmente nicht ebenfalls wieder riickgangig zu machen, 
muB die direkt neben dem Oberhang liegende Sequenz der 
Oligomere so gewahlt werden, daB sie bei Ligation an die 
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Restriktionsfragmente die Schnittstelle nicht rekonstituiert 
Vorteilhafterweise wird diese Sequenz vielmehr so gewahlt, 
daB eine nicht palindromische Sequenz bei Ligation des Oli- 
gomers an den Uberhang des Restriktionsfragmentes ent- 
steht, die vor weiterem Verdau geschiitzt ist, und ebenfalls 5 
so, daB bei Reaktion des Oligomers mit einem weiteren Ex- 
emplar Oligomer passender Sequenz ein Dimer entsteht, 
daB eine palindromische Sequenz entsteht, die durch eine 
zweite, in der Reaktionslosung enthaltene Endonuklease 
wieder gespalten werden kann. Auf diese Weise konnen in 10 
einem Eintopfverfahren duch eine Ligase und zwei Endonu- 
kleasen relaliv kleine Uberschiisse Harnadel-Oligomere 
ausreichen, zu einem deflnierten Produkt aus linearen kova- 
lent geschlossenen Monomeren des Expressionskonstruktes 
sowie der begleitenden, spater abgetrennten Fremdsequen- 15 
zen zu kommen. 

Beispiel: 

1 mg des Plasmids MTV2-EGFP (Sequenz siehe An- 20 
hang) wurde mit den Restriktionsendonuclease Eco RI voll- 
standig verdaut. 1 mg des 5-phosphorylierten Desoxyoligo- 
ribonukleotids mit der Sequenz 

AATTGGCCGGCCGTTTCGGCCGGCC (TE3 Molbiol, 
Berlin) wurden mit 100 U T4 DNA-Ligase (MB I, Heidel- 25 
berg) in 5 ml Reaktionspuffer bei 14°C uber Nacht umge- 
setzt. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 60°C gestoppt. 

Das entstandene Reaktionsgemisch wurde konzentriert 
und. nach Umpuffern mit 100 U Restriktionsendonuklease 
Arl m sowie 100 U T7-DNA-Polymerase in Abwesenheit 30 
von Desoxynukleotiden 1 h verdaut. Das entstandene Pro- 
dukt wurde per Anionen-Austausch-Chromatographie ge- 
reinigt und war nach Kontrolle durch Gelelektrophorese so- " 
wie PCR-Kontrolle frei von Resten des unerwunschten 
Fragmentes. 35 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Darstellung eines linearen kovalent 
geschlossenen doppelstrangigen DNA-Molekiils, be- 40 
stehend aus 

- Vermehrung des das Molekul hauptsachlich bil- 
denden DNA Doppelstranges als Teil eines bakte- 
riell replizierbaren Konstrukts, 

- Isolierung des bakteriell replizierbaren Kon- 45 
strukts, 

- Ausschneiden des das Molekul hauptsachlich 
bildenden DNA Doppelstranges vermittels einer 
Oder mehrerer DNA-Restriktionsendonukleasen, 
deren Erkennungssequenzen die Sequenz des das 50 
Molekul hauptsachlich bildenden DNA Doppel- 
stranges an beiden Seiten- unmittelbar einschlie- 
Ben, und deren Aktivitat an der Schnittstelle kurze 
uberstehende Enden aus einzelstrangiger DNA 
hinterlassen, 55 

- Ligation der so entstandenen Restriktionsfrag- 
mente mit Haamadel-formigen selbstkomplemen- 
taren Desoxyoligonukleotiden, die kurze, auf die 
besagte Restriktionsfragmentenden passende Ein- 
zelstranguberhange aufweisen, so daB bei der Li- 60 
gationsreaktion zwischen Desoxy oligomer und 
Restriktionsfragment an beiden Seiten ein kova- 
lent geschlossener Einzelstrang entsteht, 

- anschlieBendem Verdau des entstandenen Re- 
aktionsgemisches vermittels einer Restriktionsen- 65 
donuklease, die eine auf dem darzustellenden Mo- 
lekul nicht vorhandene, auf dem Rest des bakte- 
riell replizierbaren Konstrukts aber mindestens 
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einmal vorhandene • Erkennungssequenz er- 
kennt und schneidet, 

- und anschlieBendem oder gleichzeitigen Ver- 
dau der Reaktionsmischung vermittels einer aus- 
schlieBlich fur freie 3'- oder 5'-DNA-Enden spezi- 
fischen Exonuklease. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei welchem das li- 
near kovalent geschlossene DNA-Molekul ein Expres- 
sionskonstrukt, bestehend aus Promotorsequenz, ko- 
dierender Sequenz und Terminatorsequenz, ist. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei die Haarnadel- 
formigen selbstkomplementaren Desoxyoligonukleo- 
tide eine solche Sequenz in ihrem Einzelstranguber- 
hang aufweisen, daB bei der Ligationsreaktion zwi- 
schen Desoxyoligomer und polymeren Restriktions- 
fragment keine palindromische Sequenz entsteht, und 
wobei wahrend der Ligationsreaktion solche Restrikti- 
onsendonukleasen anwesend sind, daB durch intra- 
oder intermolekulare Ligationsreaktionen der polyme- 
ren Restriktionsfragmente oder der Oligomere entste- 
hende Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonu- 
kleasen diese in situ wieder geschnitten werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, bei dem das 
Verfahren durch festphasengebundene Enzyme durch- 
gefiihrt wird. 



